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AI Astrociti so morfološko raznolika skupina celic CŽS, ki imajo ključno vlogo pri 
vzdrževanju možganske homeostaze. Nevroni so energetsko odvisni od 
astrocitov, ki iz krvožilja sprejemajo glukozo in sintetizirajo glikogen. Pomemben 
končni produkt razgradnje glikogena je laktat, ki se preko monokarboksilatnih 
transporterjev iz astrocitov prenese v nevrone, ki ga izrabijo kot alternativni vir 
energije, ko ni dostopna glukoza iz krvožilja. Draženje astrocitnih adrenergičnih 
receptorjev aktivira cAMP signalno pot in sproži glikolizo. Za poskuse smo izbrali 
Försterjev resonančni prenos energije, ki je občutljiva mikroskopska tehnika za 
merjenje fizioloških procesov posameznih celic. Za spremljanje spremembe 
koncentracij laktata ([laktat]i) smo uporabili gensko kodiran nanosenzor Laconic, 
za spremembe pHi pa reagent pHrodo
TMGreen. Primerjali smo metabolizem 
glukoze v dveh morfotipih astrocitov (s poligonalno in zvezdasto morfologijo in 
vivo), vzgojenih po dveh različnih protokolih z različnima sestavama hranilnega 
gojišča (dodatek fetalnega govejega seruma ali dodatek HB-EGF). Adrenergično 
draženje je izzvalo podobne odzive v obeh morfotipih. Intenzivna možganska 
dejavnost pomeni nastajanje visokih koncentracij znotrajceličnega laktata, ki 
lahko zakisajo citosol. V nalogi smo zato izmerili časovno-odvisno spremembo 
pHi v celicah, ki smo jih izpostavili različnim koncentracijam laktata. Zunajcelični 
dodatek laktata nizke koncentracije (5 mM) povzroči padec pHi, ki ga celica v 
času merjenja uravna do začetnih pHi vrednosti, medtem ko zunajcelični dodatek 
laktata visoke koncentracije (20 mM) celica v času merjenja ne zmore uravnati do 
prvotnih vrednosti.  
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AB Astrocytes are morphologically heterogenous group of cells in central nervous 
system that maintain brain homeostasis. Neurons depend energetically on 
astrocytes, which are responsible for the glucose uptake from the bloodstream and 
synthesis of glycogen. Glucose or glucosyl units from glycogen enter glycolysis 
and derive lactate, the key energy source used by neurons. If the glucose supply 
from the bloodstream is not sufficient, lactate is transported from astrocytes to 
neurons via monocarboxylate transporters. Stimulation of adrenergic receptors 
stimulates glycolysis via cAMP signal pathway. In our experiments, we used 
Förster Resonance Energy Transfer, a highly sensitive microscopy technique used 
for measuring physiological processes. For monitoring the changes in lactate 
concentration ([lactate]i) we used a genetically encoded nanosensor Laconic, and 
for monitoring changes in pHi we used the reagent pHrodo
TMGreen. We compared 
glucose metabolism in two astrocytic morphotypes (polygonal and stellate in vivo-
like morphology) cultivated according to two different protocols using different 
media composition (addition of fetal bovine serum or HB-EGF). Adrenergic 
stimulation evoked similar responses in both morphotypes. Intense brain activity 
leads to high intracellular production of lactate, which may acidify the cytosol. 
We investigated how pHi changes if astrocytes are exposed to various lactate 
concentration. Extracellular application of lactate in low concentration (5 mM) 
induced a drop in pHi, which, in the time of monitoring, was recovered to the 
baseline value. On the other hand, applying lactate in high concentration (20 mM) 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
[laktat]i Znotrajcelična koncentracija laktata 
AC Adenilil ciklaza 
ADO Adenozin  
AM Esterske acetoksimetilne skupine 
ANLS Model, ki opisuje prenos laktata od 
astrocitov do nevronov (angl. »astrocyte-
neuron lactate shuttle«) 
ATP Adenozin trifosfat 
AWESAM Protokol za gojenje zvezdastih astrocitov 
(ang. »a low-cost easy stellate astrocyte 
protocol«) 
cAMP Ciklični adenozin monofosfat 
CFP Modri fluorescentni protein 
CŽS Centralni živčni sistem 
NH4Cl Amonijev klorid 
DMEM Hranilno gojišče (angl. »Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium«) 
EGF Epidermalni rastni dejavnik 
FACS Tip pretočne citometrije (angl. 
»fluorescence-activated cell sorting«) 
FBS Fetalni goveji serum 
FGF Fibroblastni rastni dejavnik 
FRET Försterjev resonančni prenos energije 
GABA Gama-amino maslena kislina 
GFAP Kisli nitasti protein glije (angl. »glial 
fibrillary acidic protein«) 
HB-EGF Heparin vezujoč EGF-u podoben rastni 
dejavnik (angl. »Heparin Binding EGF 
Like Growth Factor«) 
HCAR Hidroksikarboksilni kislinski receptor 
IP Imunoprecipitacija (angl. 
»immunopanning«) 
iPSC  Inducirane pluripotentne matične celice 
KATP od ATP odvisni K+ kanali 
Laconic Gensko kodiran laktatni senzor (angl. 
»Lactate optical nano indicator from 
CECs) 
LDH Laktatna dehidrogenaza 
Lldr Bakterijski regulator transkripcije, 
sestavljen iz domene, ki veže laktat in 
domene, ki se veže na DNA 
MCT Monokarboksilatni transporter 
MD McCarthy in de Vellis-ov protokol 
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mTFP Monomerni modrozeleni fluorescentni 
protein (angl. »monomeric tealfluorescent 
protein«) 
NA Noradrenalin  
Na+; K+; NH4+; Ca2+; HCO3
-; H+ Natrijev, kalijev, amonijev, kalcijev, 
hidrogenkarbonatni, vodikov ion 
NB Brezserumsko hranilno gojišče (angl. 
»Neurobasal«) 
NMDA receptor N-metil-D-aspartatni receptor; 
Protein/ionski kanal v živčnih celichah, ki 
veže glutamat 
NO Dušikov oksid 
ROI Analitično območje slike (angl. »region of 
interest«) 
ß2R ß2-adrenergični receptorji 
SYT7  Sinaptotagmin-7 
VAMP Membranski fuzijski protein (angl. 
»vesicle associated membrane protein«) 
VIP Vazoaktivni intestinalni peptid 
YFP Rumeni fluorescentni protein 
ZCR Zunajcelična raztopina 
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Astrociti so najbolj heterogena skupina celic glije v centralnem živčnem sistemu (CŽS), 
ki sodelujejo v številnih homeostatskih procesih in oblikovanju spominskih zapisov. 
Sodelujejo pri ustvarjanju morfoloških sprememb možganskih celic, ki so posledica 
sinaptične plastičnosti, zagotavljanju energijskih zalog in pri mobilizaciji glikogena. 
Astrociti se odzovejo na signale drugih celic CŽS s sproščanjem prenašalcev glije, 
običajno se dostavijo s transportom mešičkov (Zorec in sod., 2015). Astrociti imajo 
ključno vlogo pri vzdrževanju delovanja možganov. Njihov metabolizem je močno 
odvisen od živčnih signalov (Kreft in sod., 2012). Metabolizem celic glije je večinsko 
glikolitičen. Astrociti razgradijo glukozo do piruvata in laktata, ki sta energetska substrata 
za nevrone in se transportirata od astrocitov do nevronov (Magistretti in Allaman, 2018). 
Noradrenalin (NA) uravnava mnoge metabolne procese v astrocitih (Dienel in Cruz, 
2016). Sproščajo ga nevroni iz možganskega jedra Locus coeruleus in preko 
sekundarnega prenašalca cAMP stimulira glikogenolizo in s tem nastajanje laktata (Gibbs 
in sod., 2010; Gibbs, 2015).  
 
Kemična sestava gojišča, v katerem rastejo astrociti vpliva na izražanje genov astrocitov 
in na njihovo morfologijo (Wolfes in sod., 2017). Nov protokol za gojenje zvezdastih 
astrocitov (AWESAM) (Wolfes in sod., 2017) temelji na pripravi natančno definiranega 
gojišča z dodatkom HB-EGF (Foo in sod., 2011) in omogoča gojenje astrocitov z 
zvezdasto obliko (Puschmann in sod., 2014). Ca2+ signalizacija, izražanje in lokalizacija 
proteinov sinaptotagmina 7 (SYT7) in membranskega fuzijskega proteina (VAMP), 
hitrost recikliranja endosomov ter profil izražanja genov naj bi bili po protokolu 
AWESAM bolj podobni astrocitom in vivo kot pri preostalih protokolih gojenja astrocitov 
(Wolfes in sod., 2017).  
 
Spremembe pH v nevronih, celicah glije in zunajceličnem prostoru nastajajo kot odziv na 
nevronsko dejavnost, delovanje živčnih prenašalcev, hormonov, sekundarnih 
metabolitov, transporta ionov (K+, Ca2+) in laktata ter sprememb volumna celic (Deitmer 
in Rosei, 1996). Spremembe pH imajo učinek na mnoge procese v živčnem sistemu, kot 
so vzdražnost nevronov, prenos živčnih prenašalcev, aktivnost encimov in aktivacija 
signalnih kaskad (Chesler, 1990; Deitmer, 1995).  
 
Namen magistrske naloge je bil primerjati odzive dveh različnih morfotipov astrocitov na 
adrenergično draženje, kjer pride do porasta znotrajceličnega laktata zaradi povečane 
glikolize. Primerjali smo odzive astrocitov, ki smo jih gojili v gojišču s serumom in 
gojišču, v katerem smo serum nadomestili z rastnim dejavnikom HB-EGF. Astrociti 
gojeni v brez-serumskem gojišču naj bi bili bolj podobni astrocitom in vivo. Pri serumskih 
astrocitih smo ugotavljali tudi spremembe znotrajceličnega pH po izpostavljanju celic 
različnima koncentracijama laktata.  
Gošnjak Prah Urška. Meritve znotrajceličnega laktata v različnih morfotipih izoliranih primarnih astrocitov. 





1.1 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Adrenergično draženje izzove različno spremembo relativne koncentracije laktata 
v podganjih astrocitih s poligonalno morfologijo (gojenih v gojišču s serumom) 
in v zvezdastih astrocitih (gojenih v gojišču z dodatkom HB-EGF). 
 
 Izpostavljanje astrocitov različnim koncentracijam zunajceličnega laktata ne 
spremeni pH v celici zaradi delovanja homeostaznih mehanizmov. 
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2   PREGLED OBJAV 
 
2.1   ASTROCITI 
 
Astrociti so specializirane celice glije, ki so v 19. stoletju dobile ime po svoji zvezdasti 
obliki. V CŽS vzdržujejo homeostazo, razmere primerne za delovanje nevronov in 
nevronskih povezav ter so zaradi svojih strukturnih in molekulskih lastnosti pomembni 
pri vzdrževanju zunajceličnega ionskega ravnovesja, obnovi živčnih prenašalcev, 
izločanju nevroaktivnih snovi, uravnavanju energetskih substratov in izmenjavi snovi z 
možganskim žilnim sistemom. Astrociti se morfološko in funkcionalno razlikujejo glede 
na anatomsko območje CŽS. Ključna naloga astrocitov je podpora nevronom, zato je 
heterogenost morfologije in fiziologije astrocitov povezana s heterogenostjo nevronov. 
Specializacija nevronov in astrocitov poteka po podobnem razvojnem programu. Z 
delovanjem mnogih skupnih transkripcijskih dejavnikov se zagotovi razvoj osnovnih 
lastnosti astrocitov, ki ustrezajo fiziološkim potrebam nevronov, s čimer omogočijo 
ustrezno komunikacijo med astrociti in nevroni (Farmer in Murai, 2017). 
 
2.1.1   Energetska preskrba astrocitov 
 
Možgani dobijo večino energije z razgradnjo glukoze, ki jo sprejmejo preko krvožilnega 
sistema (Van den Berg in sod., 1969). 80 – 90 % vse energije, ki jo privzamejo možgani 
porabijo nevroni (Magistretti in Allaman, 2018). Nevroni niso sposobni zagotavljati 
zadostne količine energije za lastno delovanje, saj ne vsebujejo skladišč energije, ki so 
prisotna v celicah glije, zato so te celice pomoč nevronom (Coggan in sod., 2018). 
Metabolizem nevronov je večinsko oksidativen, pri čemer nastaja največ ATP. 
Metabolizem celic glije (zlasti oligodendrocitov in astrocitov) je večinsko glikolitičen 
(Magistretti in Allaman, 2018; Rao in sod., 2017). V običajnih razmerah privzamejo 
nevroni in astrociti približno enako količino glukoze (Nehlig in sod., 2004; Chuquet in 
sod., 2010). Ob povišani možganski dejavnosti astrociti privzamejo večjo količino 
glukoze iz krvi (Chuquet in sod., 2010). Astrociti razgradijo glukozo do piruvata in laktata 
(Weber in Barros, 2015; Magistretti in Allaman, 2015), ki sta energetska substrata za 
nevrone in se transportirata od astrocitov do nevronov (Magistretti in Allaman, 2018).  
 
Značilen način presnove glukoze pri astrocitih je aerobna glikoliza, ki jo je prvi opisal 
Otto Warburg pri rakastih celicah in je zdaj znan kot Warburgov efekt. Pri aerobni 
glikolizi gre za nastajanje laktata iz glukoze kljub zadostni količini dostopnega kisika 
(Warburg, 1956). Astrociti prednostno pretvarjajo piruvat do laktata, namesto presnove 
piruvata v Krebsovem ciklu. Astrocitni encim piruvat dehidrogenaza, ki pretvarja piruvat 
v acetil-koencim A v začetnih fazah Krebsovega cikla, je močno fosforiliran, kar kaže na 
njegovo nižjo aktivnost in prevladujoč glikolitični metabolizem (Itoh in sod., 2003). 
Druga posebnost astrocitov so drugače organizirani kompleksi mitohondrijske dihalne 
verige. Večina kompleksov I mitohondrijske dihalne verige je ločenih od drugih 
makromolekulskih kompleksov, ki določajo hitrost potovanja elektronov in s tem 
učinkovitost celičnega dihanja. Celično dihanje v astrocitih je zato manj učinkovito 
(Lopez-Fabuel in sod., 2016).  
 
Gošnjak Prah Urška. Meritve znotrajceličnega laktata v različnih morfotipih izoliranih primarnih astrocitov. 





V astrocitih se sintetizira in skladišči glikogen. Astrociti iz krvnega obtoka privzamejo 
glukozo in jo najprej vgradijo v glikogen (Bélanger in sod., 2011), ki je pomembna 
energijska zaloga. Glikogen v astrocitih omogoča preskrbo celic z energijo v času 
hipoglikemije (Choi in sod., 2012), zagotavlja zadostno količino energije ob povišanih 
energetskih zahtevah (Mächler in sod., 2016), ob delovanju nevromodulatornih 
dejavnikov (npr. NA) (Weber in Barros, 2015), pri nastajanju in utrjevanju spominskih 
zapisov (Mamczur in sod., 2015) ter v času spanja in razvoja (Jakoby in sod., 2014). Ob 
povišanih energetskih potrebah nevronov se glikogen v astrocitih v procesu glikogenolize 
razgradi do glukoze in v procesu glikolize do laktata. Po teoretičnem modelu prenosa 
laktata od astrocitov do nevronov (model ANLS, angl. »Astrocyte-neuron lactate 
shuttle«) (Pellerin in Magistretti, 1994) se laktat prenese od astrocitov do nevronov, v 
katerih deluje kot vir energije ob povišani možganski ali telesni dejavnosti (Liu in sod., 




Slika 1: Metabolizem glukoze v astrocitih in nevronih. Metabolne poti se razlikujejo med celičnimi tipi. 
Rdeče puščice prikazujejo ojačane in črne puščice oslabljene metabolne poti . Za astrocite je značilno 
skladiščenje glukoze v obliki glikogena. Nevroni uporabljajo razgradna produkta glukoze, laktat in piruvat, 
kot substrata pri celičnem dihanju. Glikogen je prisoten skoraj izključno v astrocitih (Magstretti, 2018). Pri 
astrocitih je izražanje fruktoze-2,6-bifosfataze 3 (PFKFB3) visoko in zato nastaja fruktoza-2,6-bifosfat, ki 
je ključni pozitivni regulator glikolize. Pri nevronih je izražanje PFKFB3 nizko (Herrero-Mendez in sod., 
2009). V nevronih se izraža piruvat kinaza M1 (PKM1), medtem ko v astrocitih PKM2, ki spodbuja 
glikolizo (Zhang in sod., 2014). V astrocitih se močno izraža izooblika piruvat dehidrogenazne kinaze 4 
(PDK4), ki fosforilira piruvat dehidrogenazo (PDH), kar inhibira njeno aktivnost (Itoh in sod., 2003; Zhang 
in sod., 2014). Nasprotno je v nevronih, kjer visoka aktivnost PDH spodbuja vstop piruvata v Krebsov 
cikel. Izooblika encima LDH5, ki sodeluje pri aerobni glikolizi, se izraža večinoma v astrocitih, pri 
nevronih je izražanje LDH5 zelo nizko in se izraža izooblika LDH1 (Bittar in sod., 1996; Tholey in sod., 
1981). Specifični profili izražanja genov glede na tip celic pomenijo različno aktivnost metabolizma 
glikolize in oksidativne fosforilacije. Profil izražanja astrocitnih genov favorizira aerobno glikolizo, 
oksidativna fosforilacija je omejena (Magistretti, 2018). 
 
2.1.1.1   Vloga laktata pri signalizaciji in njegov transport med astrociti in nevroni 
 
Laktat je metabolit s pomembno vlogo pri uravnavanju porabe glukoze v možganih, 
signalizaciji, redoks reakcijah, tvorbi spominskih zapisov, spremembah transkripcije 
genov in diagnostiki možganskih poškodb. Laktat nastaja v astrocitih po dveh metabolnih 
poteh, in sicer v procesu glikogenolize in glikolize. V astrocitih je v običajnih fizioloških 
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razmerah koncentracija laktata višja kot v nevronih (Mächler in sod., 2016), kar omogoča 
prenos laktata od astrocitov do nevronov z olajšanim transportom laktata preko 
transporterjev MCT. Smer facilitiranega transporta je določena s koncentracijskim 
gradientom (Pellerin and Magistretti, 1994). MCT1 in MCT4 transporterji prevladujejo 
na astrocitni membrani, medtem ko pri nevronih prevladuje tip MCT2. Laktata se dodatno 
tarsnportira še preko paneksinov in koneksinov (Giaume in sod., 2013) ali preko še 
neraziskanih od kalija odvisnih ionskih kanalov, ki naj bi teoretično omogočili transport 
proti koncentracijskemu gradientu ob povečani aktivnosti nevronov (Sotelo-Hitschfeld et 
al., 2015). Laktat se lahko prenaša med astociti tudi preko presledkovnih stikov. Preko 
presledkovnih stikov se med astrociti prenese mnogo več laktata, kot se ga preko MCT 
transporterjev prenese od astrocitov do okoliških nevronov (Hertz in sod., 2014). 
 
Laktatna dehidrogenaza (LDH) je encim v mitohondriju in citoplazmi (Brooks in sod., 
1999), ki katalizira oksidacijo in pretvorbo laktata v piruvat. V nevronih se izražata 
izoobliki MCT2 in LDH1, ki imata večjo afiniteto za vezavo laktata v primerjavi z 
izooblikami v astrocitih (MCT1, MCT4 in LDH5). Zato naj bi bili astrociti proizvajalci 
laktata, nevroni pa njegovi porabniki (Pierre in Pellerin, 2005). Astrociti preferenčno 
izvažajo laktat, ki je nastal iz glukoze in manj laktat, ki je nastal iz glikogena (Sickmann 
in sod., 2005).  
 
Pretvorba laktata in piruvata je odvisna od redoks stanja celic. Astrociti imajo višje 
razmerje NADH/NAD+ v primerjavi z nevroni (Mongeon in sod., 2016). Zelo 
reducirajoče znotrajcelično okolje astrocitov termodinamsko olajša pretvorbo piruvata do 
laktata. Model ANLS predpostavlja, da glutamat, ki se je sprostil iz nevronov, povzroči 
privzem glukoze v astrocite in nastajanje laktata (Pellerin in Magistretti, 1994; Bittar in 
sod., 1996). Med astrociti in nevroni nastane gradient laktata, ki omogoča njegov prenos 
(Mächler in sod., 2016). Model ANLS najverjetneje ne velja za GABA-ergične sinapse, 
saj privzem GABA v astrocite ne sproži aerobne glikolize. GABA-ergični nevroni naj bi 
bili odvisni od lastne glikolitične dejavnosti in preskrbe z zadostno količino energije 
(Chatton in sod., 2003).  
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Slika 2: Vpliv laktata na metabolizem in signalizacijo med astrociti in nevroni (Magistretti in 
Allaman, 2018). V astrocitih nastaja laktat po dveh metabolnih poteh. Nevronski signali NA, VIP, ADO 
in K+ promovirajo glikogenolizo. Privzem glukoze in nastajanje laktata (aerobno glikolizo) pa promovirajo 
glutamat, amonijevi ioni (NH4+), dušikov oksid (NO) in K+ (Bittner in sod., 2011; Lerchundi in sod., 2015; 
San Martin in sod., 2017; Sorg in Magistretti, 1991; Ruminot in sod., 2011). Laktat v nevronih sproži 
signalne kaskade preko MCT2 ali preko hidroksikarboksilnega kislinskega receptorja 1 (HCAR1), ki je 
preko G-proteina negativno sklopljen z AC (Morland in sod, 2015). Na noradrenergičnih nevronih LC je 
prisoten še neidentificiran tip receptorja, ki je pozitivno sklopljen z AC (Tang in sod., 2014). Prenos laktata 
v nevron preko MCT2 povzroči nastajanje NADH in ATP. Pretvorba laktata do piruvata z LDH1 generira 
NADH, ki vpliva na redoks stanje nevrona. Povišana koncentracija NADH v nevronih pozitivno uravnava 
receptorje NMDA, kar povzroči porast Ca2+ tokov. Posledica je aktivacija znotrajceličnih signalnih kaskad 
za izražanje genov, ki omogočajo plastičnost celic (Yang in sod., 2014). Piruvat, ki nastaja iz laktata vstopa 
v mitohondrij in vzdržuje nastajanje ATP, ki je nujen za energijske potrebe nevronov. Poleg tega ATP 
uravnava aktivnost od ATP odvisnih K kanalov (KATP), ki omogočajo depolarizacijo (Ainscow in sod., 
2002). Možno je, da tudi sam piruvat neposredno aktivira KATP (Sada in sod., 2015).  
 
2.1.1.2   Vpliv NA na metabolizem laktata 
 
NA se sprošča iz aksonskih končičev nevronov, ki izhajajo iz možganskega jedra Locus 
coeruleus in se veže adrenergične receptorje drugih nevronov (Lecas, 2004) ali astrocitov 
(Atzori in sod., 2016). Aktivacija astrocitnih ß2R izzove povečnaje koncentracije 
znotrajceličnega cAMP, ki vpliva na morfologijo astrocitov (Vardjan in sod., 2014) in 
posreduje informacijo o energijskih potrebah možganskih celic. cAMP sproži kaskado 
reakcij za razgradnjo glikogena do laktata, ki je energent za nevrone (Allaman in sod., 
2000). Sproščanje NA iz možganskega predela Locus coeruleus torej uravnava 
glikogenolizo preko ß2R (Gibbs in sod., 2010; Gibbs, 2015). Blokada ß2R inhibira 
glikolizo in nastajanje laktata (Dienel in Cruz, 2016). Pri glikolizi poleg laktata nastajata 
še produkta ATP in NADH, ki vzdržujeta metabolizem samih astrocitov (Coggan in sod, 
2018). 
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Slika 3: Vpliv NA na kaskado reakcij in nastanek laktata v astrocitih in njegov transport do nevronov. 
Shematski prikaz reakcij v astrocitu pri modelu interakcij med nevroni, astrociti in krvožiljem. NA, ki se 
sprošča iz LC se veže na ß2R sklopljene z G-proteinom, ki aktivirajo adenililno ciklazo (AC). Aktivacija 
AC povzroči povečano nastajanje cAMP, ki v kaskadi reakcij izzove razgradnjo glikogena (Coggan in sod., 
2018). 
 
2.1.2   Morfologija astrocitov 
 
Ključna naloga astrocitov je podpora nevronom, zato je heterogenost v morfologiji in 
fiziologiji astrocitov odraz heterogenosti nevronov. Specializacija nevronov in astrocitov 
poteka po podobnem razvojnem programu. Astrociti so za ohranjanje svojih lastnosti 
odvisni od mnogih medceličnih signalnih poti, preko katerih uravnavajo ekspresijo 
genov, ki kodirajo zapis za receptorje, kanale, transporterje ter morfološke lastnosti. 
Trenutno še niso znane vse interakcije metabolnih poti, ki ustvarijo določen profil 
izražanja genov. Kronične motnje v signalnih poteh, v katere so vključeni proteni Shh 
(angl. »Sonic Hedgehog), Notch (vključujejo mnoge epidermalne rastne dejavnike EGF) 
in FGF (angl. »Fibroblast Growth factor«), v odraslih možganih povzročijo nastanek 
reaktivnih astrocitov, ki so značilni za patološka stanja v CŽS (Farmer in Murai, 2017). 
Značilnosti reaktivnih astrocitov so hipertrofija, povečano izražanje intermediarnih 
filamentov in sproščanje rastnih dejavnikov, kot je HB-EGF (Puschmann in sod., 2014). 
  
2.1.2.1   Vpliv HB-EGF (angl. »Heparin Binding EGF Like Growth Factor«) 
 
HB-EGF je protein, ki spada v družino epidermalnih rastnih dejavnikov (angl. 
»Epidermal Growth Factors«). HB-EGF se v veliki meri izraža v nevronih in celicah glije 
v CŽS. Prekurzor HB-EGF (pro-HB-EGF) je vezan na plazmalemo in ga cepi 
metaloproteazna domena proteinov ADAM 9, 12, 10 ali 17, ki sprosti topno obliko HB-
EGF. HB-EGF se veže na receptor za EGF (ErbB1 in ErbB4) in ga aktivira s fosforilacijo 
na mestu Y1068, kar povzroči aktivacijo Mapk/Erk signalne poti (Inoue in sod., 2013, 
Puschmann in sod., 2014). Vezava HB-EGF na receptor ErbB4 in njegova aktivacija ima 
domnevno pomembno vlogo v razvoju in pri zaščiti pred poškodbami tako nevronov kot 
celic glije (Inoue in sod., 2013, Kornblum in sod. 1999, Yamazaki in sod., 2003). Astrociti 
so v stresnih razmerah (možganska kap, poškodbe, nevrodegenerativne bolezni) 
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podvrženi mnogim morfološkim in funkcionalnim spremembam (Parpura in sod., 2012). 
HB-EGF zavira nastajanje reaktivnih astrocitov, nabrekanje celic in je nujno potreben za 
dediferenciacijo Müllerjevih celic glije (Inoue in sod., 2013). Pri možganski ishemiji ima 
HB-EGF zaščitni učinek na možganske celice (Jin in sod., 2002) in pripomore k boljšemu 
okrevanju po možganski kapi (Sugiura in sod., 2005). HB-EGF ima močan učinek na 
proliferacijo astrocitov v kulturi in povzroči zvezdasto morfologijo astrocitov. Po 
tretiranju celic s HB-EGF se spremeni signalna pot Notch in poveča izražanje nestina; 
posledica je dediferenciacija celic. Pri dodajanju HB-EGF v gojišče je zato potrebna 
previdnost, saj pri višjih koncentracijah povzroča dediferenciacijo celic. S HB-EGF 
izzvana morfologija astrocitov ima tako lahko fenotip progenitorske celice in ne 
odraslega astrocita in vivo (Puschmann in sod., 2014). Kljub vsemu pa se uveljavlja 
mnenje, da dodajanje HB-EGF kulturi astrocitov, omogoča ohranjanje fenotipa  
astrocitov, ki naj bi bil značilen za razmere in vivo (Wolfes in sod., 2017). 
 
2.1.2.2   Gojenje astrocitov v kulturi 
 
Morfološke spremembe astrocitov in vitro so povezane s spremembami v ekspresiji 
genov in s spremenjenim metabolizmom (Zagami in sod., 2005; Lau in sod., 2011). 
Težimo k razvoju metod, ki bi omogočile razvoj astrocitov v kulturi z morfologijo, 
kakršna je in vivo (Puschmann in sod., 2014). Pri večini študij so za gojenje astrocitnih 
kultur uporabljali metode, pri katerih astrociti ne razvijejo zvezdaste morfologije, ki je 
značilna za astrocite in vivo (Wolfes in sod., 2017). Trenutni pristopi za gojenje astrocitov 
v kulturi so McCarthy in de Vellis-ov protokol za gojenje astrocitov (MD) (McCarthy in 
de Vellis, 1980), astrociti izolirani s pomočjo vezave na protitelesa (Foo in sod., 2011), 
astrociti vzgojeni iz induciranih pluripotentnih celic (iPSC) (Krencik in Zhang, 2011) in 
astrociti vzgojeni po protokolu AWESAM (Wolfes in sod., 2017).  
 
- McCarthy in de Vellis-ov protokol za gojenje astrocitov 
 
Protokol MD za gojenje astrocitne kulture sta razvila Ken McCarthy in Jean De Vellis 
leta 1980. Model MD je prvi in vitro model, ki omogoča obsežno proučevanje izoliranih 
astrocitov v kulturi. Kljub razširjeni uporabi ima nekatere pomanjkljivosti, zaradi katerih 
se je oblikovala težnja po izboljšavah in iskanju alternativnih metod gojenja in 
preučevanja astrocitov. Pomanjkljivosti so: 1) čiščenje astrocitne kulture traja nekaj 
tednov; kljub temu ostaja velika verjetnost kontaminacije z nekaterimi drugimi celičnimi 
tipi CŽS (npr. celicami mikroglije in celičnimi prekurzorji). 2) Kulture rastejo v 
hranilnem gojišču, ki vsebuje serum. V fizioloških razmerah to ni mogoče, saj krvno-
možganska pregrada prepreči prehajanje večini serumskih proteinov do možganskih 
celic. Poleg tega serum ni definiran dodatek gojišču, zato lahko njegova sestava variira 
med eksperimenti. Po protokolu MD se razvijejo astrociti s poligonalno morfologijo brez 
daljših izrastkov. Pri gojenju astrocitov v gojišču brez seruma, serum nadomestimo z 
dodatkom rastnih dejavnikov (Morita in sod., 2003). 3) Pri metodi MD je potrebno celice 
izolirati iz možganov novorojenih živali, ki se intenzivno mitotsko delijo za razliko od 
odraslih možganskih celic in vivo. Ob analizi transkriptomov astrocitov očiščenih po 
metodi MD in astrocitov očiščenih po metodi FACS (angl. »fluorescence-activated cell 
sorting«) so ugotovili, da MD astrociti izražajo več sto genov, ki jih astrociti in vivo sicer 
ne izražajo (Cahoy in sod., 2008).  
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Preglednica 1: Protokoli za gojenje monokultur astrocitov. Primerjava aktualnih protokolov za gojenje 
monokultur astrocitov, od katerih se za študije najpogosteje uporablja protokol MD. V tabeli so prikazane 
prednosti in slabosti posameznega protokola, izvor celic ter izvirne reference avtorjev protokolov (Wolfes 
in sod., 2017). 
Metoda gojenja 
astrocitov 
Vir celic Prednosti Slabosti 





cenovno ugodna, celice 
v eni optični ravnini 
Poligonalna 
morfologija, uporaba 
seruma, izražanje genov 
ni primerljivo s sveže 
izoliranimi astrociti 
(Foo in sod., 2011) 
IP (Foo in sod., 2011) P0-14 Gojenje zvezdastih 
astrocitov, izražanje 
genov kot pri sveže 
izoliranih astrocitih, 
gojenje brez seruma  
Dolg protokol z 
mnogomi reagenti, 
uporaba protiteles za 
izolacijo astrocitov, pri 
čemer lahko pride le do 
izolacije določenih 
subpopulacij in ne vseh 
astrocitov  
Astrociti iz iPSC 
(Krenick in Zhang, 
2011) 
iPSC celice Možnost proučevanja 
človeških astrocitov, 
možnost proučevanja 
tkiv v patoloških 
stanjih, gojenje brez 
seruma, možno 
vzdrževanje istih 
celičnih linij več 
mesecev 
Potrebni >3 meseci za 
pripravo kulture in še 
več za razvoj celic do 
faze, ki je primerna za 
proučevanje  
3-D mreže 
(Puschmann in sod, 
2013 in Placone in 
sod., 2015) 




Potrebna 3-D matrica za 
gojenje celic 
 
- Protokol AWESAM za gojenje zvezdastih astrocitov 
 
Prednost protokola AWESAM (Wolfes in sod., 2017) je natančno definirana sestava 
gojišča, ki omogoča gojenje astrocitov z zvezdasto morfologijo in preprostejšo pripravo 
kulture. Poleg tega so Ca2+ signalizacija, izražanje in lokalizacija proteinov SYT7 in 
VAMP ter hitrost recikliranja endosomov bolj primerljivi z astrociti v kokulturi z nevroni. 
Izkazalo se je, da imajo astrociti, pripravljeni po protokolu AWESAM, profil izražanja 
bolj podoben astrocitom in vivo, kot astrocitom pripravljenih po drugih protokolih 
(Wolfes in sod., 2017). Ključna komponenta protokola AWESAM je dodatek HB-EGF v 
astrocitno gojišče (Foo in sod., 2011). HB-EGF izboljša preživetje celic, spodbudi 
migracijo, proliferacijo in diferenciacijo astrocitov ter s tem vpliva na morfologijo in 
delovanje celic (Puschmann in sod., 2013). HB-EGF tako omogoča razvoj astrocitne 
morfologije podobne in vivo in razvoj celic v definiranem gojišču (Puschmann in sod., 
2014). Povečana koncentracija HB-EGF v gojišču (≥10 ng/ml) naj bi povzročila razvoj 
bipolarne morfologije astrocitov in vitro, kar je znak dediferenciacije celic (Puschmann 
in sod, 2014). Ob dodatku 5 ng/ml HB-EGF v astrocitno gojišče so astrociti razvili 
zvezdasto morfologijo (Puschmann in sod., 2014).  
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Slika 4: Imunocitokemijsko označeni podganji astrociti z zvezdasto morfologijo pridobljeni po 
protokolu AWESAM. Astrociti so v fazi razvoja P0 (novorojena podgana) in P7 (7 dni stara podgana) 
prikazani so imunofluorescetno označeni encim ALDH1L1 (levo), GFAP (sredina), prekrivajoč prikaz 
ALDH1L1 in GFAP (desno). Slike so pridobljene s konfokalnim mikroskopom (Wolfes in sod., 2017). 
 
2.1.3   Uravnavanje znotrajceličnega pH (pHi) pri astrocitih 
 
pH intersticijske tekočine v možganih je običajno 7,3 (Chesler, 2003), medtem ko je 
znotrajcelični pH običajno nižji od zunajceličnega in se giblje med 7,0-7,1 (Roos in 
Boron, 1981). Uravnavanje pHi je pomemben homeostatski proces v vseh celicah 
(Chelser, 2003). Spremembe pH imajo učinek na mnoge procese v živčnem sistemu, kot 
so vzdražnost nevronov, prenos živčnih prenašalcev, encimska aktivnost in aktivacija 
signalnih kaskad (Chesler, 1990; Deitmer, 1995). Hitre in lokalne spremembe pH naj bi 
imele tudi sporočevalno vlogo med celicami živčnega sistema. Spremembe pH v 
nevronih, celicah glije in zunajceličnem prostoru nastajajo kot odziv na dejavnost 
nevronov, delovanje živčnih prenašalcev, hormonov, sekundarnih metabolitov, transporta 
ionov (K+, Ca2+) in laktata ter sprememb volumna celic. Spremembe pHi so tako pri 
nevronih kot celicah glije najpogosteje posledica tokov Ca2+, aktivacije mehanizmov 
izločanja kislin in kopičenja presnovkov (Deitmer in Rosei, 1996). Nastajanje kislin v 
celici in s tem padec pHi je tudi fiziološka posledica celičnega dihanja. Celice glije naj bi 
v primerjavi z nevroni v večji meri izražale od Na+ odvisne bikarbonatne (HCO3
-) 
prenašalce, zlasti Na+/HCO3
- kotransporter. Prenos kislin iz astrocitov večinoma poteka 
preko Na+/H+ izmenjevalca, od Na+ odvisnega Cl-/HCO3
- prenašalca in od Na+ gradienta 
neodvisnega Cl-/HCO3
- prenašalca (Deitmer in Rosei, 1996). Astrociti izražajo tudi H-
ATPazo tipa V (Astion in sod., 1989). Od predela možganov in tipa celic je odvisno, 
katere izooblike transporterjev, ki uravnavajo pH, izražajo posamezne celice (Deitmer in 
Rosei, 1996). 
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Preglednica 2: Zastopanost transporterjev v celicah glije. Prikazani so načini uravnavanja pHi pri 




Na+/HCO3-  kotransporter 












Od Na+gradienta odvisen Cl-/HCO3- izmenjevalec 
H+ črpalka 
 
2.1.3.1   Uravnavanje pHi zaradi dejavnosti nevronov  
 
Zaradi električne dejavnosti nevronov in celic glije prihaja do sprememb znotrajceličnih 
in zunajceličnih koncentracij H+, ki se lahko zgodijo v časovnem razponu od milisekund 
do sekund (Chelser, 2003). Padec pHi v astrocitih je lahko posledica več dejavnikov, kot 
so transmembranski prenos kislin, prenos kislin med organeli, metabolno nastajanje CO2 
in laktata ter zaradi dejavnosti nevronov (Chesler in Kraig, 1989). Padec pHi povzroči 
sproščanje ekscitatornih aminokislin (Brune in Deitmer, 1995), kot sta npr. glutamat, ki 
se prenese v celico skupaj s H+ (Bouvier in sod., 1992) ali kainat (Kimelberg in sod., 
1989). Prav tako dejavnost nevronov povzroči depolarizacijo membrane astrocitov in 
padec pHi, predvsem na račun povečanja zunajcelične koncentracije K
+ (Somjen, 1975). 
Posledica je aktivacija elektrogenega Na+/HCO3
- kotransporta, ki povzroči hiter porast 
pHi (Boyarski in sod., 1993). Pomen porasta pHi po dejavnosti nevronov naj bi bil 
povečana stopnja glikolize (Trivedi in Danforth, 1966), večja prevodnost presledkovnih 
stikov (Spray in sod., 1981), privzem glutamata (Bouvier in sod., 1992) in nastajanje 
glutamina (Brookes, 1997). Do porasta pHi pri astrocitih lahko pride zaradi aktivacije 
metabotropnih glutamatnih receptorjev skupine I (skupina I mGluR) (Amos in sod., 
1998). Porast pHi je v tem primeru posledica vdora HCO3
- v celico in sprostitve 
znotrajceličnih zalog Ca2+ iz endoplazemskega retikla (Chelser, 2003).  
 
2.1.3.3   Vpliv laktata na pHi 
 
Ob povečani možganski dejavnosti se koncentracija laktata v možganih 10-20-krat 
poveča glede na običajno možgansko dejavnost (≈0,5-1 mmol/L) (Mangia in sod., 2007). 
Laktat vstopi v celice preko MCT (Poole in Halestrap, 1993), po vstopu v celico protonira 
in razpade na mlečno kislino in protone, zaradi česar pade pHi (Nedergaard in Goldman, 
1993). Padec pHi lahko povzroči inhibicijo glikolize. Zniža se koncentracija 
znotrajceličnega NAD+, ki je potreben za vzdrževanje glikolize. Padec pHi lahko tudi 
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inhibira fosfofruktokinazo (Dienel, 2012), ki katalizira pretvorbo fruktoze-6-fosfat v 
fruktozo-1,6-bifosfat v procesu glikolize (Bradley in sod., 2015). Če je zunajcelična 
koncentracija laktata visoka (≥10 mmol/L), deluje laktat preko receptorja HCAR1 kot 
signalna molekula (Lauritzen in sod., 2013). Zmanjša nastajanje cAMP, spremeni Ca2+ 
signalizacijo in s tem redoks stanje NAD+/NADH (Wilhelm in Hirrlinger, 2012). Laktat 
torej uravnava metabolizem z vzdrževanjem glikolize na ravni, ki je primerna za 
obnavljanje NAD+ iz NADH ali zaviranje glikolize v primeru padca znotrajceličnega pH 
ter s signalizacijo zaradi vezave na receptorje na plazmalemi in vplivom na izražanje 
genov preko redoks stanja celice (Hertz in sod., 2014). 
 
2.2   MIKROSKOPSKA TEHNIKA FRET ali FÖRSTERJEV PRENOS ENERGIJE 
RESONANCE (angl. »Förster Resonance Energy Transfer«) 
 
Mikroskopija FRET ali Försterjev prenos energije resonance je pogosto uporabljena 
tehnika v bioloških raziskavah. Försterjev prenos energije resonance je fizikalni pojav 
(Jares-Erijman in Jovin, 2006), pri katerem lahko glede na fluorescentne signale 
proučujemo konformacijo molekul ali približevanje in oddaljevanje molekul, ki so 
razmaknjene 1 – 10 nm. Razdalje v tem velikostnem razredu so pomembne za določanje 
zgradbe biomolekul, povezovanje njihovih domen v večje komplekse ter za ugotavljanje 
konformacijskih sprememb (Jares-Erijman in Jovin, 2003). Pri FRET-u gre za prenos 
energije od vzbujenega donorskega fluorofora (D), do bližnjega akceptorskega kromofora 
(A). Prenos energije med molekulama ni radiacijski (Pietraszewska-Bogiel in Gadella, 
2010), ampak se energija prenese preko interakcije dipolov vzbujenega D in A, pri čemer 
A v vzbujenem stanju emitira fluorescenco (Jares-Erijman in Jovin, 2003). Razmere za 
prenos energije so: D in A sta v bližini 1-10 nm, spektra emisije donorja in absorpcije 
akceptorja se prekrivata in moment tranzicije akceptorskega dipola ni pravokoten na 
električno polje dipolnega polja donorja. Količina prenosa energije se običajno izraža v 
učinkovitosti FRET (E) in je definirana kot delež fotonov, ki jih absorbira donor, katerega 
energija se prenese do akceptorja. E je močno odvisna od razdalje med D in A (rDA). Za 







6                                                                                                              … (1) 
                                                                                                 
pri čemer je R0 Förster-jev radij pri katerem se prenese 50 % energije (Pietraszewska-
Bogiel in Gadella, 2010). 
 
2.2.1   Laktatni senzor Laconic (angl. »LACtate Optical Nano Indicator from 
CECs«) 
 
Gensko kodirane FRET nanosenzorje so razvili za merjenje dinamičnih sprememb 
koncentracije določenih bioloških molekul z dobro prostorsko in časovno ločljivostjo. 
Senzorji FRET so fuzijski proteini, ki jih sestavlja domena, ki se veže na ligand, DNA-
vezavna domena in fluorescentni par proteinov, katerih emisijska in ekscitacijska spektra 
se prekrivata (običajno CFP in YFP). Vezava senzorja s testno molekulo (ligandom) 
povzroči konformacijsko spremembo in s tem spremembo relativne razdalje ali 
orientacije med fluorescentnima proteinoma. Posledica tega je porast ali padec 
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učinkovitosti prenosa energije resonance. S senzorjem lahko delno kvantificiramo 
koncentracijo citosolnega laktata posamezne celice v razponu 1 – 10 mM (San Martin in 
sod., 2013). Laconic je senzor za kvantifikacijo laktata, ki je zasnovan na bakterijskem 
transkripcijskem dejavniku LIdR. Transkripcijski dejavnik LIdR je sestavljen iz dveh 
domen. Ena se veže na laktat, druga se veže na DNA (Gao in sod., 2008; Aguilera in sod., 
2008). Transkripcijski dejavnik LldR omogoči sintezo laktatnega senzorja Laconic v 
celicah sesalcev, s čimer lahko ocenimo delovanje MCT in nastajanje laktata v posamezni 
celici. Laconic ima LldR iz bakterije Escherichia coli, ki za razliko od LldR iz 
Corynebacterium glutamicum nima umetno sintetiziranih povezovalnih peptidov (San 
Martin in sod., 2013). 
 
Slika 5: Shematski prikaz zgradbe senzorja Laconic. Transkripcijski dejavnik LIdR je lociran med 
fluorescentna proteina mTFP (CFP) in Venus (YFP). Umetno sintetizirani povezovalni peptidi (oranžno, 
temno modro, črno) peptidi ločujejo fluorescentna proteina (San Martin in sod., 2013). 
 
Pomanjkljivosti merjenja z nanosenzorjem Laconic sta, da pri merjenju dobimo vrednosti 
sprememb v razmerju FRET (ΔFRET), ki jih lahko primerjamo le glede na vrednosti 
ΔFRET ob začetku in koncu merjenja. Druga omejitev nanosenzorja je občutljivost pri 
vrednostih pH>7. V fizioloških razmerah pH citosola niha med 7,0 in 7,4, kar ne vpliva 
močno na delovanje senzorja. Večje spremembe pH vplivajo na delovanje senzorja in 
lahko privedejo do napak pri spremljanju dinamike v količini znotrajceličnega laktata 
(San Martin in sod., 2013). 
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Slika 6: Razmerje FRET (mTFP/Venus) nanosenzorja Laconic in vitro glede na določeno 
koncentracijo laktata, izmerjeno pri različnih vrednostih pH. Zvezna črta (črna) povezuje točke meritev 
v fizioloških razmerah, pri pH 7,4 (San Martin in sod., 2013). 
 
2.2.2.   pH barvilo pHrodoGreen™ 
 
Neravnovesje pHi ima vpliv na mnoge celične procese, kot so uravnavanje ionskega 
ravnovesja, ravnovesje reaktivnih kisikovih spojin, apoptozo, celični cikel in mobilnost 
celic. pHrodo™ Green AM je barvilo za merjenje pH v živih celicah. Pri nevtranlem pH 
je fluorescenca barvila zelo šibka, vendar naraste s padcem pH v celici. Barvilo je 
občutljivo a spremembe pH v območju vrednosti pH 4 – 9 (Intracellular pH (pHi) 
Detection, 2013, Thermo Fisher).  
 
Barvilo pHrodo® Green ima ekscitacijski/emisijski maksimum pri ~505/520 nm. Barvilu 
so dodane estrske acetoksimetilne (AM) skupine, ki naredijo molekulo nenabito, kar jim 
omogoča neovirano prehajanje preko celičnih membran. V celici nespecifične esteraze 
cepijo lipofilne AM skupine, zato molekula ne more več prehajati preko membrane in 
lahko deluje kot znotrajcelični senzor pH. Barvilo je na svetlobi zelo stabilno, njegove 
ekscitacijske in emisijske lastnosti so primerne za proučevanje celic z običajno 
fluorescentno mikroskopijo, pretočno citometrijo, fluorometrijo na mikroploščah ali za 
preučevanje z visoko zmogljivostnimi metodami (Detect pH inside of a live cell, 2014, 
Thermo Fisher Scientific).  
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3   MATERIAL IN METODE 
 
3.1   MATERIAL 
 
Preglednica 3: Pregled laboratorijske opreme in njenih proizvajalcev 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtomatske pipete Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Avtoklav Meditry Instrument, Kitajska 
Avtoklav Tuttnauer, ZDA 
Baterijski pipetor BRAND, Nemčija 
Brezprašna komora Heal Force, Kitajska 
Centrifuga Centric 150, Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga MiniSpin, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Inkubator New Brunswick Scientific, ZDA 
Delilnik slike dual-view DV-2, Photometix, Arizona, ZDA 
Fluorescentni mikroskop Zeiss/Axio, Observer 0.1, Oberkochen, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Kamera CCD (angl. »Charge Coupled Device«) ANDOR Luca S, Velika Britanija 
Magnetno mešalo Tehtnica, Slovenija 
Merilnik pH Mettler Toledo, Slovenija 
Monokromator Polychrome V Till Photonics, Gräfelfing, Nemčija 
Ozmometer Osmomat 030, Gonotech GmbH, Nemčija 
Računalnik Dell, Teksas, ZDA 
Razdelilec slike Optical Insights, Tuscon, Arizona, ZDA 
Serološke pipete Sarstedt, Nemčija 
Spektrofotometer Ultrospec 3100 pro, Amersham Bioscience, 
Švedska 
Svetlobni mikroskop WPI, Sarasota, Florida, ZDA 
Tehtnica Mettler Toledo, Slovenija 
Vorteks mešalo Tehtnica, Slovenija 
Zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
Vodni imerzijski objektiv C-Apochromat 63x/1,2 
NA 
Zeiss, Oberkochen, Nemčija 
 








Krovna stekla Chance Propper 
Etanol  Pharmachem, Slovenija 
Poli-L-lizin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Petrijevke Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium«) s 
4.500 mg/L (25 mM) D-glukoze 
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Tripsin-EDTA Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Centrifugirke Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
NB (Neurobasal) Gibco, Carlsbad, California, ZDA 
NaCl, KCl, HEPES, NaH2PO4×H2O, NaHCO3, D-
glukoza, CaCl2, MgCl2, NaOH, L-laktat 
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
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3.2   POSTOPKI PRI DELU: MERITVE ZNOTRAJCELIČNEGA LAKTATA PO 
NORADRENERGIČNEM DRAŽENJU SERUMSKIH IN ZVEZDASTIH 
ASTROCITOV 
 
3.2.1   Priprava krovnih stekelc s poli-L-lizinom 
 
Za gojenje astrocitov smo uporabili okrogla krovna stekelca s premerom 22 mm. Najprej 
smo 20-40 stekelc inkubirali 20 minut v 10 ml 70 % etanola. Nato smo stekelca dvakrat 
sprali v 10 ml destilirane vode. Za tem smo stekelca prenesli v 10 µg/ml raztopino poli-
L-lizina, v kateri smo jih inkubirali 20 minut. Po inkubaciji smo stekelca ponovno dvakrat 
sprali v 10 ml sterilne destilirane vode. Nato smo vsako stekelce prenesli v lastno 
petrijevko s premerom 35 mm in jih popolnoma posušili. Stekelca smo hranili v 
hladilniku pri 4 – 6 °C vse do nasajanja celic. 
 
3.2.2. Nasajanje astrocitov na stekelca s poli-L-lizinom 
 
Primarno celično kulturo podganjih astrocitov smo enkrat sprali z 2 ml gojišča DMEM v 
epruveti za gojenje celičnih kultur. Celicam smo nato dodali 2 ml mešanice tripsin-EDTA 
in jih inkubirali 5 minut pri 37 °C. S svetlobnim mikroskopom smo preverili uspešnost 
ločbe celic od podlage. Suspenzijo celice smo nato prenesli v dve 1,5 ml sterilni 
centrifugirki, v vsako po 1 ml in jih centrifugirali 5 minut pri 900 obratov/minuto. Po 
centrifugiranju smo odpipetirali supernatant mešanice tripsin-EDTA in celicam v usedlini 
dodali po 500 µl hranilnega gojišča (glej točko 3.2.5.). V primeru visoke gostote celic 
smo suspenzijo celic redčili s postopnim dodajanjem 100 µl hranilnega gojišča. Celice 
Kemikalija/reagent/pripomoček Proizvajalec 
10 % FBS, fetalni goveji serum (angl. »fetal bovine 
serum« 
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
FuGENE 6 Promega, Madison, ZDA 
Na-piruvat Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
L-glutamin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Streptomicin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Penicilin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Filtri za brizge Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Brizge Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
B27 (angl. »B27 Supplements«, 50X) Gibco, Carlsbad, California, ZDA 
GlutaMAX Gibco, Carlsbad, California, ZDA 
Plazmid pcDNA3.1 Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Ampicilin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
Escherichia coli, sev DH5α s plazmidom 
pcDNA3.1 za Laconic 
 Addgene plasmid 44238, Watertown, 
Massachusetts, ZDA 
PureYieLDHTM Plasmid Midiprep System Promega, Madison, ZDA 
NA Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
NH4Cl Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA 
pHrodoGreen Termo Fischer Scientific, Waltham, 
Massachusetts, ZDA 
PowerLoad Termo Fischer Scientific, Waltham, 
Massachusetts, ZDA 
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smo resuspendirali s pipeto s 6-10-kratno trituracijo v hranilnem gojišču. Na stekelca s 
poli-L-lizinom smo nanesli 35-70 µl resuspendiranih celic in jih z nastavkom mikropipete 
enakomerno porazdelili po površini. Celice smo nato inkubirali 20-30 minut pri 37 °C, 
da so se pritrdile na podlago in v petrijevke dodali 1,5-2 ml hranilnega gojišča. Celice 
smo hranili v inkubatorju vsaj 24 ur pri 37 °C do začetka izvedbe transfekcije ali meritev 
znotrajceličnega pH. Hranilno gojišče smo zamenjali s svežim gojiščem vsake dva dni. 
 
3.2.2.1  Nasajanje astrocitov na stekelca s poli-L-lizinom za pridobitev astrocitov z 
zvezdasto morfologijo 
 
Nasajanje celic je potekalo enako kot v 3.2.2. do točke dodatka hranilnega gojišča. Po 
pritrditvi na stekelca smo celice enkrat temeljito sprali z gojiščem brez seruma 
Neurobasal (NB) in jim dodali 1,5-2 ml hranilnega gojišča z dodanim HB-EGF (glej 
točko 3.2.5.1. za pripravo hranilnega gojišča s HB-EGF za zvezdaste astrocite). Pred 
izvedbo transfekcije ali meritvami pH smo kulturo zvezdastih astrocitov gojili vsaj 3 dni. 
Hranilno gojišče za zvezdaste astrocite smo zamenjali s svežim gojiščem vsake dva dni. 
 
3.2.3   Priprava zunajcelične raztopine s 3 mM glukozo 
 
Natehtali smo sestavine za zunajcelično raztopino: NaCl, KCl, HEPES, NaH2PO4×H2O, 
NaHCO3, D-glukoza in po dodatku deionizirane vode dodali še raztopini CaCl2 in MgCl2. 
Raztopino smo titrirali z NaOH do pH med 7,2 in 7,4. Raztopini smo po potrebi dodajali 
deionizirano vodo, do osmolarnosti 300±10 mOsm. Raztopino smo hranili do uporabe v 
zamrzovalniku pri -26 °C.  
 
3.2.4   Priprava zunajcelične raztopine z 20 mM L-laktatom 
 
Priprava zunajcelične raztopine z 20 mM laktatom je potekala na enak način kot priprava 
zunajcelične raztopine s 3 mM glukozo, kot je navedeno pod točko 3.2.3, le da smo zaradi 
dodatka L-laktata prilagodili dodatek NaCl za pridobitev končne ozmolarnosti raztopine 
L-laktata (300 mOsm). 
 
3.2.5   Priprava hranilnega gojišča 
 
Za pripravo hranilnega gojišča smo uporabili DMEM s 4.500 mg/L (25 mM) D-glukoze, 
10 % fetalnega govejega seruma (FBS), 1 mM Na-piruvata, 2 mM L-glutamina in 50 
µg/ml mešanice antibiotikov streptomicina in penicilina. Hranilno gojišče smo filtrirali 
in hranili do uporabe v hladilniku pri 4–6 °C, največ 3 tedne.   
 
3.2.5.1   Priprava hranilnega gojišča za zvezdaste astrocite 
 
Za pripravo hranilnega gojišča za zvezdaste astrocite smo uporabili gojišče NB, 
brezserumski dodatek B27 dodatek GlutaMAX, HB-EGF ter mešanico penicilina in 
streptomicina. Nadaljnji proces dela je bil enak kot pod točko 3.2.5. 
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3.2.6   Priprava lipofekcijskega gojišča 
 
Za pripravo lipofekcijskega gojišča smo uporabili DMEM s 25 mM D-glukoze, 1 mM 
natrijevega piruvata in 2 mM L-glutamina. Prefiltrirano lipofekcijsko gojišče smo hranili 
do uporabe v hladilniku pri 4–6 °C, največ 3 tedne. Lipofekcijsko gojišče z enako sestavo 
smo uporabljali pri serumskih in zvezdastih astrocitih. 
 
3.2.7   Izolacija plazmida pcDNA3.1 z zapisom za laktatni nanosenzor Laconic 
 
V tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) s 100 µg/ml ampicilinom smo nacepili bakterijski 
sev Escherichia coli DH5α s plazmidom pcDNA3.1 za laktatni senzor Laconic. Gojišče 
z nacepljenim bakterijskim sevom smo stresali pri 250 obratih/minuto čez noč (16 ur) pri 
37 °C. Po inkubaciji smo izolirali plazmid s kompletom PureYieLDHTM Plasmid 
Midiprep System. S spektrofotometrom smo določili čistost in koncentracijo izoliranega 
plazmida. Čistost plazmida smo določili z razmerjem izmerjenih absorbanc pri 260nm 
(A260) in 280nm (A280). Koncentracijo plazmida smo izračunali iz absolutne vrednosti 
A260 po enačbi (2): 
 
cpDNA (μg/mL) = A260 × DF × 50 μg/mL                                                                   … (2) 
 
, pri čemer je c koncentracija plazmidne DNA in DF (angl. »dilution factor«) faktor 
redčitve. Plazmide smo raztopili v deionizirani vodi, po 20 µl alikvotirali v sterilne 
centrifugirke in jih hranili v zamrzovalniku pri -20 °C do uporabe. 
 
3.2.8   Izolacija podganjih astrocitov in priprava primarne celične kulture 
 
Izolacija podganjih astrocitov je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih 
tkivih, organih in truplih predhodno usmrčenih živali po členu 22.a Zakona o zaščiti živali 
(ZZZiv-UPB3, Uradni list RS, št. 38/2013 z dne 3.5.2013) v laboratoriju Inštituta za 
patološko fiziologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. 
 
Primarna celična kultura podganjih astrocitov je bila pripravljena z izolacijo celic 
možganske skorje 2-3 dni starih podgan po postopku Schwartza in Wilsona (1992). 
Mešani celični kulturi smo odstranili nevrone, celice mikroglije in oligodendrocite s 
stresanjem na 225 obr/min pri sobni temperaturi preko noči s trikratno ponovitvijo. 
Očiščene astrocite smo prenesli v kultivacijske posode s površino 10 cm2 in jih do 
nasajanja na stekelca hranili v inkubatorju pri 37 °C, sestavi atmosfere 5 % CO2/95 % 
zrak in 88 % relativni zračni vlažnosti. 
 
3.2.9   Transfekcija serumskih astrocitov s pDNA (pcDNA3.1) z zapisom za laktatni 
nanosenzor Laconic 
 
Za merjenje sprememb znotrajceličnega laktata s FRET smo astrocite transfecirali s 
pDNA, ki vsebuje zapis za laktatni nanosenzor Laconic. Za transfekcijo astrocitov smo 
pripravili transfekcijsko mešanico, ki vsebuje lipofekcijski gojišče, lipofekcijski reagent 
FuGENE® 6 (Promega, Madison, ZDA) in izolirani plazmid pcDNA3.1 po postopku iz 
točke 7. Transfekcijo smo izvedli 1-3 dni po nasajanju celic na stekelca. Za transfekcijo 
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celic na enem stekelcu smo dodali plazmid pcDNA3.1. Volumen dodanega plazmida smo 
preračunali tako, da je bila koncentracija plazmida v končnem volumnu gojišča (1ml) 1 
µg/ml. Transfekcijsko mešanico smo nato inkubirali 20-45 minut pri sobni temperaturi. 
Astrocitom v petrijevkah smo odstranili staro hranilno gojišče za serumske astrocite in 
dodali 900 µl svežega hranilnega gojišča za serumske astrocite. Na vsako stekelce smo 
dodali še 100 µl transfekcijske mešanice. Celice smo nato inkubirali 16–24 ur pri 37 °C, 
do izvedbe meritev. Pred uporabo smo vse raztopine segreli na sobno temperaturo. 
 
3.2.9.1   Transfekcija zvezdastih astrocitov 
 
Postopek transfekcije zvezdastih astrocitov je bil podoben postopku transfekcije 
serumskih astrocitov pod točko 3.2.9. Spremembe v postopku so bile naslednje: Za 
transfekcijo zvezdastih astrocitov smo uporabili hranilno gojišče za pripravo zvezdastih 
astrocitov na temelju NB in HB-EGF (točka 3.2.5.1.), namesto hranilnega gojišča za 
pripravo serumskih astrocitov s poligonalno morfologijo na osnovi DMEM in FBS (točka 
3.2.5.). Zvezdaste astrocite smo transficirali 2–8 dni po nasajanju na stekelca, da so celice 
pridobile značilno zvezdasto morfologijo; Astrocitom v petrijevkah smo dodali po 900 µl 
svežega hranilnega gojišča za zvezdaste astrocite. Na vsako stekelce smo nato dodali še 
100 µl transfekcijske mešanice. Celice smo inkubirali 24–36 ur pri 37 °C, do izvedbe 
meritev. 
 
3.2.10   Priprava raztopine NA 
 
Raztopino smo pripravljali sproti pred poskusi. Pri delu smo uporabljali zatemnjene 
mikrocentrifugirke zaradi nestabilnosti NA na svetlobi. V prvi zatemnjeni 
mikrocentrifugirki smo pripravili 240 mM založno raztopino NA1. V drugi zatemnjeni 
mikrocentrifugirki smo v ZCR s 3 mM glukozo redčili NA1, da smo dobili 2,4 mM 
raztopino NA2. NA2 smo hranili do uporabe v hladilniku pri +4 °C. Delovno raztopino s 
končno koncentracijo 200 µM smo namešali neposredno pred dodatkom 200 µL dražljaja 
v merilno kamrico. 
 
3.3   POSTOPKI PRI DELU: MERITVE ZNOTRAJCELIČNEGA pH PO 
ZUNAJCELIČNEM DODATKU RAZTOPINE LAKTATA (10 mM IN 40 mM) 
 
Pripravo krovnih stekelc s poli-L-lizinom (točka 3.2.1.), nasajanje celic na stekelca (točka 
3.2.2.), pripravo zunajcelične raztopine s 3 mM glukozo (točka 3.2.3.), pripravo 
hranilnega gojišča s FBS (točka 3.2.5.) in izolacijo podganjih astrocitov ter pripravo 
primarne celične kulture (točka 3.2.8.) smo izvedli na enak način kot v sklopu meritev 
znotrajceličnega laktata pod točko 3.2. 
 
3.3.1.   Priprava zunajcelične raztopine 10 mM in 40 mM L-laktata 
 
Priprava zunajceličnih raztopin 10 mM in 40 mM laktata je potekala na enak način kot 
priprava ZCR s 3 mM glukozo (točka 3.2.3), le da smo za pridobitev končne raztopine L-
laktata z ozmolarnostjo 300 mOsm prilagodili dodatek NaCl. 
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3.3.2   Priprava raztopine 45 mM amonijevega klorida (NH3Cl) 
 
Raztopino s 45 mM NH3Cl smo pripravili po postopku iz točke 3.2.3 in prilagodili 
dodatek NaCl za pripravo raztopine NH3Cl z ozmolarnostjo 300 mOsm. 
 
3.3.3.   Priprava mešanice s fluorescentnim barvilom za meritve spremembe pH 
 
Spremembe pH smo merili znotrajcelično na osnovi porasta fluorescence zelenega 
fluorescentnega barvila pHrodoGreen. Delo smo prilagodili glede na navodila 
proizvajalca (Intracellular pH (pHi) Detection, 2013, Thermo Fisher). Za pripravo 
mešanice s fluorescentnim barvilom pHrodoGreen smo za 1 stekelce uporabili 200 µl 3 
mM ZCR, 2 µl PowerLoad in 0,2 µl pHrodoGreen. Mešanico smo pripravili v zatemnjeni 
mikrocentrifugirki. V petrijevki s celicami smo hranilno gojišče zamenjali z 200 µl 
mešanice, petrijevko zatemnili in inkubirali pri sobni temperaturi 30 minut. Po inkubaciji 
smo mešanico odstranili in celice 5 minut inkubirali v ZCR. Po 5-minutni inkubaciji smo 
stekelce z obarvanimi celicami prenesli na nosilec za snemanje na mikroskopu.  
 
3.4   POSTOPKI PRI MIKROSKOPIJI 
 
3.4.1.   Nastavitve mikroskopa in zajetje slike 
 
S pomočjo fluorescentne mikroskopije FRET, ki je podrobneje opisana pod točko 2.2. in 
programske opreme smo izvajali fiziološke in strukturne meritve na astrocitih. Delali smo 
z invertnim fluorescentnim mikroskopom Zeiss Axio Observer.A1 z vodnim imerzijskim 
objektivom C-Apochromat 63x/1,2 NA in kamero CCD. Vir svetlobe je bil 
monokromator Polychrome V. Pri merjenju sprememb znotrajceličnega laktata na 
serumskih in zvezdastih astrocitih smo celice osvetljevali z valovno dolžino 436 nm. Pri 
merjenju sprememb pH pa smo celice osvetljevali z valovno dolžino 509 nm (za 
ekscitacijo pH barvila pHrodoGreen). Pri meritvah sprememb znotrajceličnega laktata 
smo sliko razdelili s pomočjo razdelilca slike (Optical Insights, Tuscon, Arizona, ZDA). 
S tem smo lahko hkrati spremljali intenziteto emitirane svetlobe YFP preko rumenega 
emisijskega filtra 535/40 nm in intenziteto emitirane svetlobe CFP preko modrozelenega 
emisijskega filtra 480/30 nm. Pri meritvah sprememb znotrajceličnega pH za zajetje slike 
nismo uporabili razdelilca. Celice smo osvetljevali z valovno dolžino 509 nm 
(ekscitacijski maksimum barvila pHrodoGreen je ~505, emisijki maksimum pa ~520 nm) 
in sprejemali intenziteto emitirane svetlobe preko zelenega emisijskega filtra (GFP filtra). 
Meritve smo izvajali pri sobni temperaturi med 22 in 26 °C. Pri meritvah sprememb 
znotrajceličnega laktata smo slike zajemali v časovnem intervalu 10 sekund in s časom 
osvetlitve 0,1 sekunde. Pri meritvah znotrajceličnega pH smo zajemali slike v časovnem 
intervalu 8 s in času osvetlitve 0,08 s. Vse slike smo posneli s programom Live 
Acquisition 2.5.0.26 (Till Photonics GmbH, Nemčija) in jih nato obdelali v programu 
Offline Analysis (Till Photonics, Gräfelfing, Nemčija).  
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3.4.2.    Statistična obdelava meritev 
 
V programu Offline Analysis smo označili del citoplazme celice (ROI, angl. »region of 
interest«) s homogeno fluorescenco (homogenim izražanjem nanosenzorja Laconic ali 
homogeno razporejenim pH barvilom pHrodo) in del ozadja, ki ni segalo v območje celice 
ali njene fluorescence. V programu Microsoft Excel (Microsoft, ZDA) smo fluorescenco 
ozadja odšteli od fluorescence CFP in YFP. Pri meritvah sprememb pH smo odšteli 
fluorescenco ozadja od fluorescence pH barvila pHrodo.  
Pri meritvah odzivov celic na NA smo izračunali razmerje CFP/YFP s pomočjo naslednje 
enačbe (3): 
 
mTFP / Venus  =  mTFP citoplazme – mTFP ozadja / Venus citoplazme – Venus ozadja             ... (3) 
 
Zaradi upadanja razmerja FRET (domnevno zaradi bledenja CFP in YFP v času (Fink, 
2017) in fizioloških nihanj pH smo s programom Matlab (Mathworks, R2011a, ZDA; 
protokol pripravil M. Kreft) krivulje izravnali na isto izhodiščno vrednost CFP/YFP oz. 
fluorescenco pHrodoGreen. Normirane vrednosti fluorescence smo shranili v programu 
Microsoft Excel in jih uporabili za izris grafov v programu SigmaPlot.11 (Systal Software 
Inc, Velika Britanija). Spremembe razmerja FRET (razmerja mTFP/Venus) odražajo 
spremembo znotrajcelične koncentracije laktata, medtem ko spremembe fluorescence 
barvila pHrodoGreen odražajo spremembe znotrajceličnega pH.  
 
Pri posameznih meritvah smo s programom Microsoft Excel odšteli povprečne vrednosti 
v časovnem intervalu pred dodatkom dražljaja (interval 100 – 290 sekund pri meritvah 
znotrajcelične koncentracije laktata in 92 – 244 sekund pri meritvah pH) v 300 oz. 244 
sekundah in po dodatku dražljaja (interval 600 – 790 sekund pri meritvah znotrajcelične 
koncentracije laktata in 484 – 652 sekund pri meritvah pH). Dobili smo maksimalno 
amplitudo spremembe razmerja FRET (ΔFRETmax(%)) oz. maksimalno amplitudo 
spremembe fluorescence (Δfluorescencamax (%)). Statistične razlike v merjenih odzivih 
pri astrocitih smo ugotavljali s Studentovim t-testom. Vrednosti P, ki so bile manjše ali 
enake 0,05 (P ≤ 0,05) pomenijo statistično značilno razliko med primerjanimi meritvami 
(Fink, 2017). 
 
3.5   IZVEDBE POSKUSOV 
 
3.5.1.   Postopek priprave serumskih in zvezdastih astrocitov za merjenje sprememb 
znotrajceličnega laktata po noradrenergičnem draženju 
 
Podganje astrocite smo iz gojitvenih posod presadili na stekelca in dodali hranilno 
gojišče. Za gojenje astrocitov s poligonalno morfologijo smo celicam dodali hranilno 
gojišče s FBS, za gojenje astrocitov z zvezdasto morfologijo smo dodali gojišče brez FBS, 
z dodatkom HB-EGF. Serumske astrocite smo inkubirali minimalno 24 ur pri 37 °C, 
medtem ko smo zvezdaste astrocite inkubirali minimalno 48 ur pri 37 °C. Za tem smo 
oba tipa celic inkubirali v transfekcijskem gojišču s plazmidom z zapisom za laktatni 
nanosenzor Laconic. Serumske astrocite smo inkubirali v transfekcijskem gojišču 16-24 
ur, zvezdaste astrocite pa 24-36 ur. Od te faze naprej je bil postopek dela z obema tipoma 
astrocitov enak. Pred snemanjem smo celice inkubirali 30 minut v ZCR, nato smo stekelce 
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s silikonskim tesnilom pritrdili na nosilec za snemanje in celice oskrbeli z 200 μL ZCR. 
Meritve smo izvedli na celicah, ki so homogeno izražale laktatni nanosenzor (izražanje 
izključno v citoplazmi). S pomočjo programa Live Acquisition smo na računalniku 
izostrili sliko izbrane celice in počakali 2 minuti preden smo začeli s snemanjem. Izbrane 
celice smo snemali 20 minut. Po 5 minutah smo dodali raztopino NA, po 15 minutah pa 
20 mM laktat za kontrolo odzivnosti izbrane celice. V programu Offline Analysis smo 
posnetek obdelali po zgoraj opisanem postopku (poglavje 3.4.2). Rezultate smo obdelali 
v programu Excel in Matlab. Analizirali smo le posnetke celic, ki so se odzvale na dodani 
laktat. 
 
3.5.2.   Postopek priprave podganjih serumskih astrocitov za merjenje sprememb 
znotrajceličnega pH po dodatku 5 mM in 20 mM laktata 
 
Podganje astrocite smo iz gojitvenih posod presadili na stekelca in dodali hranilno gojišče 
s FBS za gojenje astrocitov s poligonalno morfologijo. Serumske astrocite smo inkubirali 
minimalno 24 ur pri 37 °C. Pred snemanjem smo celice 30 minut inkubirali v mešanici s 
pH barvilom pHrodoGreen. Nato smo celice inkubirali še 5 minut v ZCR. Postopek 
pritrjanja stekelca na nosilec in mizico za snemanje je potekal na enak način kot pod točko 
3.5.1. Izbrali smo celico s homogeno flourescenco v citoplazmi in jedru. Od te točke 
naprej je bil postopek dela enak kot pri točki 3.5.1., le da smo v tem primeru celico 
snemali 16 minut. Laktat smo dodali po 4 minutah, po 12 minutah od začetka snemanja 
pa še amonijev klorid za kontrolo odzivnosti preučevane celice. Analizirali smo le 
posnetke celic, ki so se odzvale na pozitivno kontrolo. 
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4   REZULTATI 
 
4.1   PRIMERJAVA PORASTA ZNOTRAJCELIČNEGA LAKTATA PO 
ADRENERGIČNEM DRAŽENJU SERUMSKIH IN ZVEZDASTIH ASTROCITOV 
 
V serumskih (Slika 7) in zvezdastih astrocitih (Slika 8), ki so izražali laktatni senzor 
Laconic, smo spremljali porast koncentracije znotrajceličnega laktata ([laktat]i) po 
draženju z NA (0,2 mM). Astrocite smo 30 minut inkubirali v ZCR s 3 mM glukozo in 
jim 300 sekund po začetku merjenja dodali dražljaj (NA). Spremljali smo razmerje FRET 
laktatnega nanosenzorja pred in po dodatku NA v serumskih in zvezdastih astrocitih. 
Razmerja FRET oz. porast ([laktat]i) po draženju smo primerjali med morfotipoma. 
Kontrolnima skupinama serumskih in zvezdastih astrocitov smo namesto NA dodali ZCR 
s 3 mM glukozo. Odzive smo spremljali v realnem času 600 s po dodatku NA ali 
kontrolnega dražljaja. V času 900 s od začetka snemanja smo celicam dodali raztopino 
20 mM laktata, s čimer smo preverili viabilnost in odzivnost opazovane celice (meritve 
po 900 sekundah niso prikazane na sliki). 
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Slika 7: A) Astrociti v serumskem gojišču (DMEM + FBS) so brez ali s krajšimi izrastki. Podganji 
kortikalni astrocit z izraženim Laconic nanosenzorjem, gojen v gojišču s serumom po 40 h inkubacije. B) 
Spremembe v razmerju FRET pri serumskih astrocitih v času. Primerjava sprememb v razmerju FRET 
v kontrolni skupini serumskih astrocitov (n = 16; K serumski) in serumskih astrocitih, ki smo jih dražili z 
NA (n = 43; NA serumski). Graf prikazuje povprečne vrednosti normiranega razmerja FRET s standardnimi 
nakapami pred in po draženju celic z NA (200 µM NA) oz. pri kontrolni skupini po dodatku ZCR s 3 mM 
glukozo. Dražljaj smo dodali 300 s po začetku merjenja. Točke na krivuljah predstavljajo spremembe 
razmerja FRET v času, razporejene so v časovnih intervalih po 39,1 s. Sprememba razmerja FRET med 
eno in drugo točko na krivulji pomeni spremembo [laktat]i v času 39,1 s. Pred začetkom meritev smo vse 
celice inkubirali v ZCR s 3 mM glukozo.  
A) 
B) 
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Slika 8: A) Astrociti v gojišču brez seruma in dodanim rastnim dejavnikom HB-EGF (NB + HB-EGF) 
razvijejo dolge izrastke. Podganji kortikani astrocit z izraženim Laconic nanosenzorjem, gojen v gojišču 
brez seruma po 75 h inkubacije. B) Spremembe v razmerju FRET pri zvezdastih astrocitih v času. 
Primerjava sprememb v razmerju FRET v času pri kontrolni skupini zvezdastih astrocitov (n = 27; K 
zvezdasti) in zvezdastih astrocitih, ki smo jih dražili z NA (n = 28; NA zvezdasti). Graf prikazuje povprečne 
vrednosti normiranega razmerja FRET s standardnimi nakapami pred in po draženju celic z NA (200 µM 
NA) oz. pri kontrolni skupini po dodatku ZCR s 3 mM glukozo. Dražljaj smo dodali 300 s po začetku 
merjenja. Točke na krivuljah predstavljajo spremembe razmerja FRET v času, razporejene so v časovnih 
intervalih po 39,1 s. Sprememba razmerja FRET med eno in drugo točko na krivulji pomeni spremembo 
([laktat]i) v času 39,1 s. Pred začetkom meritev smo vse celice inkubirali v ZCR s 3 mM glukozo.   
A) 
B) 
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Draženje serumskih in zvezdastih astrocitov z NA je izzvalo povečanje [laktat]i. Relativna 
amplituda povečanja [laktat]i je bila 3,36 ± 0,39 % pri serumskih in 3,26 ± 0,59 % pri 
zvezdastih astrocitih. Razlika v relativni amplitudi porasta [laktat]i izzvana z NA ni bila 
statistično značilna (P = 0,88) med serumskimi in zvezdastimi astrociti. Relativna 
amplituda porasta [laktat]i v kontrolni skupini serumskih astrocitov je bila 1,04 ± 0,57 %, 
medtem ko je bila v kontrolni skupini zvezdastih astrocitov 0,58 ± 0,31 %. Relativni 
amplitudi porasta [laktat]i v kontrolnih skupinah astrocitov se nista statistično značilno 
razlikovali (P = 0,44). Ob primerjavi kontrolne skupine serumskih astrocitov in serumskih 
astrocitov draženih z NA je bila amplituda porasta [laktat]i med skupinama statistično 
značilna (P = 0,002). Ob primerjavi kontrolne skupine zvezdastih astrocitov in zvezdastih 
astrocitov draženih z NA je bila amplituda porasta [laktat]i med skupinama prav tako 
statistično značilno različna (P = 0,0002) (Slika 9).  
 
 
Slika 9: Relativna amplituda porasta [laktat]i oz. razmerja FRET po draženju serumskih in 
zvezdastih astrocitov z NA. Na sliki so prikazane maksimalne amplitude in standardne napake po 
adrenergičnem draženju. Od leve proti desni je prikazano razmerje FRET v kontrolnih serumskih astrocitih 
(n = 16) z amplitudo 1,04 ± 0,57 % in zvezdastih astrocitih (n = 27) z amplitudo 0,58 ± 0,31 %, ki smo jih 
dražili z zunajcelično raztopino s 3 mM glukozo (kontrola). Sledi prikaz razmerja FRET v serumskih 
astrocitih (n = 43) z amplitudo 3,36 ± 0,39 % in zvezdastih astrocitih (n = 28) z amplitudo 3,26 ± 0,59 %, 
ki smo jih dražili z NA. Relativna amplituda odzivov serumskih in zvezdastih astrocitov po draženju z NA 
ni bila statistično značilno različna (P > 0,05). Relativna amplituda povečanja [laktat]i v serumskih 
astrocitih draženih z NA je bila statistično značilno različna (**P < 0,01) glede na kontrolne serumske 
astrocite. Relativna amplituda povečanja [laktat]i v zvezdastih astrocitih draženih z NA je bila prav tako 
statistično značilno različna (***P < 0,001) glede na kontrolne zvezdaste astrocite.   
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4.2.   MERITVE ZNOTRAJCELIČNEGA pH PO DODATKU 5 mM ali 20 mM 
LAKTATA V SERUMSKIH ASTROCITIH 
 
Serumske astrocite smo inkubirali v ZCR s 3 mM glukozo z zelenim fluorescentnim 
indikatorjem pH pHrodoGreen in spremljali spremembe znotrajceličnega pH (pHi) po 
dodatku 5 mM in 20 mM laktata. Pred snemanjem smo inkubirali astrocite 30 minut v 
ZCR s pH barvilom pHrodoGreen in nato še dodatnih 5 minut v ZCR s 3mM glukozo. 
244 sekund po začetku merjenja smo celicam dodali 5 mM laktat, 20 mM laktat ali ZCR 
s 3 mM glukozo. Spremljali smo spremembo flourescence/ pHi pred in po dodatku laktata 
v realnem času (Slika 10). Draženje s 45 mM amonijevim kloridom smo uporabili kot 
kontrolo za ugotavljanje viabilnosti in odzivnosti preiskovanih celic. Meritve po dodatku 




Slika 10: Porast fluorescence oz. padec pHi v astrocitih po dodatku ZCR (3 mM glukoza), ZCR z 
dodanim 5 ali 20 mM laktatom. Sprememba fluorescence/padec pHi v času v kontrolni skupini celic in v 
celicah, ki smo jim dodali ZCR s 5 mM laktatom ali 20 mM laktatom. Graf prikazuje povprečne vrednosti 
normirane fluorescence zelenega fluorescentnega barvila pHrodoGreen in pripadajoče standardne napake 
pred in po dodatku dražljajev, ki smo jih dodali 244 s po začetku meritev. Točke na krivuljah predstavljajo 
spremembo fluorescence oziroma spremembo pHi v časovnih intervalih po 38,9 s. Vse celice smo pred 
merjenjem inkubirali v ZCR z zelenim pH barvilom pHrodoGreen. Pred začetkom meritev smo celice sprali 
še z ZCR. Črna krivulja (3 mM glukoza) prikazuje spremembo pHi pred in po dodatku 3 mM glukoze 
kontrolni skupini serumskih astrocitov (n = 27), rdeča krivulja (+ 5mM laktat) prikazuje spremembo pHi 
pred in po dodatku ZCR s 5 mM laktatom (n = 28) in modra krivulja (+ 20 mM laktat) spremembo pHi pred 
in po dodatku ZCR z 20 mM laktatom (n = 24). Poimenovanja ZAČETNA, MAX in KONČNA označujejo 
intervale, v katerih smo določili realtivne amplitude porasta fluorescence indikatorja pH (%) pred in po 
dodatku dražljajev.  
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Draženje serumskih astrocitov s 5 mM ali 20 mM laktatom je izzvalo porast flourescence 
indikatorja pH, ki pomeni padec znotrajceličnega pH. Po dodatku 5 mM laktata je bila 
relativna maksimalna amplituda porasta fluorescence indikatorja pH 6,26 ± 1,08 % v 
časovnem intervalu porasta fluorescence (108 – 244 s). V kontrolni skupini je bila 
relativna amplituda porasta flourescence indikatorja pH v intervalu maksimalnega porasta 
fluorescence 0,79 ± 0,51 %. Relativni amplitudi izmerjeni v kontrolni skupini in skupini 
s 5 mM dražljajem sta bili statistično značilno različni (P = 3,16 • 10-5). V končnem 
intervalu merjenja (596 – 715 s) z realtivno amplitudo porasta fluorescence 1,95 ± 0,61 
% v kontrolni skupini in 2,52 ± 1,81 % v skupini draženi s 5 mM laktatom ni bilo 
statistično značilne razlike (P = 0,37). Po dodatku 20 mM laktata je bila realtivna 
amplituda porasta fluorescence v intervalu maksimalnega porasta 16,85 ± 1,69 %. 
Relativni amplitudi v kontrolni skupini in skupini z dodanim 20 mM laktatom sta bili 
statistično značilno različni (P = 9,41 • 10-13) v intervalu maksimalnega porasta 
fluorescence. V končnem intervalu merjenja po dodatku 20 mM laktata je bila relativna 
amplituda porasta fluorescence 11,54 ± 2,81 % v primerjavi z relativno amplitudo v 




Slika 11: Relativne amplitude porasta fluorescence indikatorja pH po dodatku 5 mM laktata in 20 
mM laktata na astrocite. Na sliki so prikazane povprečne maksimalne amplitude in standardne napake 
relativnega porasta fluorescence (Δ Fluorescenca (%)) 64 s po dodatku laktata in ob koncu merjenja, 352 s 
po dodatku laktata. V kontrolni skupini (n = 27; 3 mM glukoza MAX) je bila, v časovnem intervalu 
maksimalnega porasta fluorescence po 308 s, amplituda 0,79 ± 0,51 %, ob koncu merjenja (3 mM glukoza 
KONČNA), po 596 s pa 1,95 ± 0,61 %. Po dodatku ZCR s 5 mM laktatom (n = 28; + 5 mM laktat MAX) 
je bila maksimalna amplituda porasta fluorescence 6,26 ± 1,08 %, po 569 s pa 2,52  ± 1,81 % (+ 5 mM 
laktat KONČNA). Med amplitudo maksimalnega porasta fluorescence po dodatku ZCR s 5 mM laktatom 
in amplitudo porasta fluorescence v kontrolni skupini je bila statistično značilna razlika (****P < 0,0001). 
Po dodatku ZCR z 20 mM laktatom v 244. s je bila relativna amplituda porasta fluorescence 16,85 ± 1,69 
% (n = 24; + 20 mM laktat MAX;), medtem ko je bila ob koncu merjenja (+ 20 mM laktat KONČNA) 
11,54  ± 2,81 %. Med relativno amplitudo maksimalnega porasta fluorescence po dodatku ZCR z 20 mM 
laktatom in amplitudo porasta fluorescence v kontrolni skupini je bila statistično značilna razlika (****P < 
0,0001). Razlika v relativni amplitudi porasta fluorescence ob koncu merjenja po dodatku ZCR z 20 mM 
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laktatom je bila prav tako statistično značilna (***P < 0,001) v primerjavi s kontrolno skupino, vendar 
moramo ob tem upoštevati padajoč trend krivulje + 20 mM laktata (Slika 10), ki se na grafu približuje 
krivuljama kontrolne skupine in skupine z dodanim 5 mM laktatom. 
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5   RAZPRAVA 
 
Astrociti so heterogene celice glije v CŽS, ki zagotavljajo optimalne razmere za delovanje 
nevronov in nevronskih povezav. Zaradi strukturnih in molekulskih lastnosti imajo 
astrociti pomembno vlogo pri vzdrževanju ionskega ravnovesja, pri obnovi živčnih 
prenašalcev, izločanju nevroaktivnih snovi, uravnavanju energetskih substratov in 
izmenjavi snovi z možganskim žilnim sistemom. Astrociti so heterogena skupina celic, 
katerih lastnosti se lahko razlikujejo glede na območje možganov. Delovanje in 
morfološke lastnosti astrocitov so odvisne od številnih signalnih poti, ki uravnavajo 
izražanje receptorjev, kanalov ali transporterjev. Trenutno še niso znane vse interakcije 
metabolnih poti, ki ustvarijo določen profil izražanja genov potrebnih za razvoj določenih 
podtipov astrocitov (Farmer in Murai, 2017). 
 
Možgani porabijo 10-krat več energije kot ostali organi glede na svojo maso (Clark in 
Sokoloff, 1999; Coggan in sod., 2018). Nevroni niso sposobni v celoti zagotoviti energije, 
ki jo potrebujejo za lastno delovanje, zato so energetsko odvisni od astrocitov in lokalnega 
krvožilja. Mehanizem zagotavljanja zadostne količine energije za možganske celice ob 
visoki metabolni dejavnosti še ni popolnoma pojasnjen (Coggan in sod., 2018). Glukoza 
iz krvožilnega sistema je primarni vir energije za možgane, ki generira ATP (Bénalger in 
sod., 2011). Astrociti iz krvnega obtoka privzamejo glukozo in jo sprva vgradijo v 
glikogen, preden ta vstopi v proces glikolize (Coggan in sod., 2018; Walls in sod., 2009; 
Shulman in sod., 2001). Glikogen je zaloga energije v možganih, saj omogoča preskrbo 
celic z energijo v času hipoglikemije (Swanson in Choi, 1993), zagotavlja zadostno 
količino energije ob povišanih energetskih zahtevah (Cloutier in sod., 2009), ob delovanju 
nevromodulatornih dejavnikov (npr. NA) (Magistretti in Morrison, 1988), pri nastajanju 
in utrjevanju spominskih zapisov (Gibbs in Hutchinson, 2012) ter v času spanja in razvoja 
(Petit in Magistretti, 2015). V procesu glikogenolize in glikolize se glikogen v astrocitih 
razgradi do laktata; koncentracija laktata je v astrocitih višja kot v nevronih (Mächler in 
sod., 2016). 
 
Laktat v možganih so vrsto let povezovali z ishemijo. Zadnje študije kažejo, da je laktat 
v možganih prisoten tudi v fizioloških razmerah. Laktat v možganih nastaja v največji 
meri v astrocitih; iz glukoze ali glikogena kot odgovor na signale, ki so posledica 
nevronske dejavnosti (Magistretti in Allaman, 2018). V fizioloških razmerah je 
koncentracija laktata večja v astrocitih kot v nevronih, kar omogoča transcelularno 
izmenjavo laktata od astrocitov do nevronov  (Mächler in sod., 2016). Laktat se iz 
astrocitov prenese do nevronov, ki ga uporabijo kot energent (Bélanger et al., 2011, 
Magistretti and Allaman, 2015). Laktat lahko vstopi v proces oksidativne proizvodnje 
energije, tako v ne-stresnih (Bouzier-Sore et al., 2006), kot tudi v stresnih razmerah 
(intenzivna nevronska dejavnost), ko so koncentracije dostopne glukoze nizke (Tekkök 
et al., 2005, Herzog et al., 2013, Wyss et al., 2011). Če astrocite dražimo z NA, se ta veže 
na ß2R in jih aktivira (Fuxe in sod., 2012). Prenos signala po adrenergičnem draženju 
poteče preko sekundarnega prenašalca cAMP (Coggan in sod., 2018) in sproži razgradnjo 
glikogena do laktata, ki je energent za nevrone (Mächler in sod., 2016).  
 
V naših poizkusih smo uporabili mikroskopsko tehniko FRET, ki omogoča vpogled v 
mnoge biološke procese, kot so konformacijske spremembe proteinov, vezava in 
Gošnjak Prah Urška. Meritve znotrajceličnega laktata v različnih morfotipih izoliranih primarnih astrocitov. 





transport molekul. Ključni prednosti mikroskopije FRET sta visoka natančnost in 
občutljivost senzorskih molekul, ki jih celice izražajo ali jih vnesemo vanje. Mehanizem 
FRET-a je prenos energije od elektronsko vzbujenega donorja na akceptor, ki fluorescira 
(Jares-Erijman in Jovin, 2003; 2006). Merjenje fluorescence nam tako omogoča 
spremljanje fizioloških sprememb v realnem času. 
 
5.1   PRIMERJAVA PRESNOVE GLUKOZE V SERUMSKIH IN ZVEZDASTIH 
ASTROCITIH PO NORADRENERGIČNEM DRAŽENJU 
 
V večini študij so za gojenje kultur astrocitov uporabljali metodo, po kateri astrociti ne 
razvijejo zvezdaste morfologije, ki je značilna za astrocite in vivo (Wolfes in sod., 2017). 
V naši razsikavi smo gojili astrocite po dveh protokolih. Po protokolu McCarthy in de 
Vellis (McCarthy in de Vellis, 1980) smo najprej pripravili astrocite s poligonalno obliko, 
brez daljših izrastkov, katerih profil izražanja genov se razlikuje od astrocitov in vivo 
(Foo in sod., 2011). Težava tega protokola je tudi v tem, da hranilnemu gojišču dodajamo 
FBS, katerega sestava ni natančno definirana in lahko variira med poizkusi. S protokolom 
AWESAM smo nato pripravili astrocite z zvezdasto obliko, z dolgimi izrastki (Wolfes in 
sod., 2017). Hranilnemu gojišču, ki ni vsebovalo seruma, smo dodali rastni dejavnik HB-
EGF v nizki koncentraciji (5 ng/ml; Puschmann in sod., 2014), saj pri višjih 
koncentracijah (≥10 ng/ml) povzroča dediferenciacijo celic glije (bipolarno obliko) 
(Puschmann in sod., 2014; Wolfes in sod., 2017).  
 
V našem poskusu smo za merjenje sprememb [laktat]i pri serumskih in zvezdastih 
astrocitih uporabili laktatni nanosenzor Laconic, ki je zasnovan na transkripcijskem 
regulatorju LIdR in omogoča neinvazivno merjenje v realnem času v posamezni celici. 
Izbrali smo senzor s fluorescentnima proteinoma mTFP in Venus, ki fluorescirata 
močneje in sta manj občutljiva za spremembe pH kot CFP in YFP (San Martin in sod., 
2013). 
 
V poizkusih smo ugotavljali ali se metabolizem glukoze razlikuje med astrocitnima 
morfotipoma vzgojenima po dveh različnih protokolih. Primerjali smo stopnjo razgradnje 
glukoze oz. porast [laktat]i pri obeh morfotipih po draženju astrocitov z NA. Wolfes in 
sod. so namreč navedli, da je Ca2+ signalizacija, izražanje in lokalizacija proteinov SYT7 
in VAMP, hitrost recikliranja endosomov in profil izražanja genov AWESAM astrocitov 
bolj primerljiv z astrociti in vivo. Zvezdasti astrociti naj bi bili tako boljši model za 
spremljanje presnove glukoze. Ugotovili smo, da med astrocitnima morfotipoma ni 
statistično značilne razlike v metabolnem odzivu na noradrenergično draženje, s čimer 
smo ovrgli prvo hipotezo. 
 
5.2   SPREMEMBE pHi V SERUMSKIH ASTROCITIH 
 
Uravnavanje pH je ključen homeostatski proces, tako v živčnem sistemu kot v drugih 
tkivih. Znotraj- in zunajcelične spremembe pH lahko potečejo hitro in vplivajo na 
znotrajcelično signalizacijo in komunikacijo med celicami živčnega sistema. Spremembe 
pH vplivajo na vzdražnost nevronov, prenos živčnih prenašalcev, aktivnost encimov in 
signalne kaskade (Deitmer in Rosei, 1996). Ob intenzivnejši možganski dejavnosti lahko 
pospešeno nastaja laktata, katerega koncentracija naraste 10 do 20-krat (Siesjö, 1978; 
Gošnjak Prah Urška. Meritve znotrajceličnega laktata v različnih morfotipih izoliranih primarnih astrocitov. 





Mangia et al., 2007). Zunajcelični laktat je v obliki nepermeabilnega laktatnega aniona. 
Po vstopu v celico razpade na mlečno kislino in protone, ki zakisajo citosol (Nedergaard 
in Goldman, 1993). Laktat v astrocite prenašajo MCT v smeri koncentracijskega 
gradienta (Magistretti in Pellerin, 1994). Za merjenje sprememb pHi v serumskih 
astrocitih po dodatku zunajceličnega laktata smo uporabili reagent pHrodo™ Green, ki 
fluorescira šibko pri nevtralnem pH in močno pri nizkem pH (Intracellular pH Detection, 
2013, Thermo Fisher).  
 
Drug cilj naše magistrske naloge je bil ugotoviti, kako različne koncentracije 
zunajceličnega laktata vplivajo na spremembo pHi. Nekateri nanosenzorji (npr. Laconic)) 
ali reagenti (npr. pHrodo) so občutljivi za spremembe pH in delujejo natančno le v 
omejenem območju pH (San Martin in sod., 2013; Detect pH inside of a live cell, 2014). 
Pri delu s senzorji ali reagenti, ki so občutljivi za pH, bi tako lahko bolje predvideli čas, 
ki je potreben za stabilizacijo pH v celici in omogočili optimalne razmere za delovanje 
senzorja ter izboljšali natančnost meritev. Preiskovane celice smo izpostavili 5 mM in 20 
mM raztopini laktata. V obeh primerih je prišlo do porasta fluorescene indikatorja pH oz. 
padca pHi neposredno po dodatku raztopine laktata. Celica je po dodatku 5 mM laktata 
uravnala pHi na prvotno raven po 350 s. Po dodatku 20 mM laktata, celica pHi ni uravnala 
na prvotno raven vse do zaključka meritve. Na sliki 10 (krivulja 20 mM laktat) lahko sicer 
opazimo trend upadanja fluorescence oz. naraščanja pHi vrednosti v končnem časovnem 
intervalu meritve, ki si ga lahko razlagamo tudi kot nadaljnje izločanje kislin iz celice, 
vse dokler se ne doseže ravnovesno stanje.  
 
Hipotezo, po kateri zunajcelični laktat ne spremeni pH astocitnega citosola, smo tudi 
ovrgli, saj je fluorescenca indikatorja pH narastla kmalu po dodatku 5 mM ali 20 mM 
laktata. Ker indikatorja pH nismo kalibrirali, nismo mogli izmeriti natančne vrednosti pHi 
pred in po dodatku dražljaja. Ugotovimo lahko, da je fluorescenca indikatorja po dodatku 
5 mM laktata narastla 6-krat, po dodatku 20 mM laktata pa 17-krat glede na kontrolo. 
Zaključujemo, da dodatek 5 mM laktata povzroči zakisanje citosola, vendar celica v 350 
s (~5-6 min) od maksimalnega padca pHi le-tega uravna na prvotno raven. Dodatek 20 
mM laktata prav tako močno zakisa citosol, vendar celica v enakem času (350 s) od 
maksimalnega padca pHi le-tega ne uspe povrniti v prvotno stanje. Naša analiza 
sprememb pHi tako kaže, da celični homeostatski mehanizmi uspešno povrnejo pHi v 
izhodiščno fiziološko stanje v celicah, ki so bile izpostavljenje nizkim koncentracijam 
laktata. 
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6   SKLEPI 
 
 Presnova glukoze (porast [laktat]i) po adrenergičnem draženju se med zvezdastimi in 
serumskimi astrociti ne razlikuje; zvezdasti astrociti niso nujno primernejši model za 
merjenje glukozne presnove. 
 Po zunajceličnem dodatku laktata nizke koncentracije (5 mM) pride do padca pHi, ki 
ga celica v času merjenja uravna do začetnih pHi vrednosti; v celici se pHi stabilizira 
po 350. s od dodatka laktata. 
Po zunajceličnem dodatku laktata visoke koncentracije (20 mM) pride do padca pHi, ki 
ga celica v času merjenja ne zmore uravnati do prvotnih vrednosti. 
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